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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Bestimmung von Lipasen in Lebensmitteln 

@ Es wird ein Verfahren zur Bestimmung von Lipaseaktivitat 
in Lebensmitteln beschrieben, bei dem eine Lebensmittel- 
probe mit einer waBrigen Pufferlosung mit pH 5 bis 10. 
enthaltend ein nichtionisches Detergens, bei 25 bis 50°C fiir 
mindestens 30 min behandelt wird. Zum Herstellen einer 
klaren Losung wird die Extraktionslosung gegebenenfalls 
von unloslichen Riickstanden befreit. dann wird der Extrak- 
tionslosung ein Lipasesubstrat und ein Farbindikator zuge- 
setzt, die optische Dichte der so hergestellten Losung wird 
bei einer Wellenlange, die auf den verwendeten Farbindika- 
tor abgestimmt ist, gemessen, danach wird die Losung fiir 
mindestens eine Stunde bei 25 bis 50° C inkubiert, und 
anschlieSend wird die optische Dichte der Losung erneut 
gemessen. Aus der Differenz der optischen Dichte vor und 
nach Inkubation kann die in der Probe vorhandene Lipaseak- 
tivitat berechnet werden. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Bestimmung von Lipaseaktivitat in Lebensmitteln. 

In den vergangenen Jahren hat die Lebensmittelindu- 5 
strie in immer starker werdendem AusmaBe vorgefer- 
tigte Nahrungsmittel zur Verfiigung gestellt. die iiber 
einen langeren Zeitraum haltbar sein sollen. Die Mog- 
lichkeit der langfristigen Lagerung wird jedoch beein- 
trachtigt durch Vorgange in den zu lagernden Nah- 10 
rungsmitteln. die zum Verderb der Nahrungsmittel fiih- 
ren kdnnen. Eine Ursache des Verderbs ist mikrobiolo- 
gischer Natur, wobei von Mikroorganismen hergestellte 
Enzyme, die bereits in den zur Nahrungsmittelerzeu- 
gung verwendeten Lebensmitteln vorhanden sein kon- 15 
nen, wahrend der Lagerung der Nahrungsmittel enzy- 
matisch aktiv sein konnen und somit durch Abbau von 
Nahrungsmittelbestandteilen zu deren Verderb fuhren. 
Zu solchen Enzymen zahlen Lipasen, die durch Lipolyse 
von Triglyceriden, einem Bestandteil zahlreicher Nah- 20 
rungsmittel, zum Verderb von Nahrungsmttteln wah- 
rend der Lagerung beitragen. 

Fur die Lebensmittelindustrie ist es von Interesse, zu 
einem moglichst frtihen Zeitpunkt bei der Nahrungsmit- 
telherstellung festzustellen, bis zu welchem AusmaBe 25 
die fur die Nahrungsmittelerzeugung verwendeten Le- 
bensmittel mit Lipaseaktivitat belastet sind. 

Aus dem Stand der Technik sind im wesentlichen zwei 
Verfahren zur Bestimmung von Lipasen in Lebensmit- 
teln bekannt. 30 

Die einfachste und schnellste Methode zum Nachweis 
von Lipaseaktivitat erfolgt mit dem Esterase-Testpapier 
nach Purr, bei dem ein mit Indolacetat impragniertes 
Papier mit der Analysenprobe in Kontakt gebracht 
wird. Dabei erfolgt bei der Anwesenheit von Lipasen die 35 
enzymatische Hydrolyse des Indolacetats, wobei Indox- 
yl gebildet wird, das wiederum durch Luftsauerstoff zu 
Indigoblau oxidiert wird. Die Blaufarbung des Papiers 
gilt als positiver Nachweis fiir das Vorhandensein von 
Lipaseaktivitat. Dieser Test ist jedoch oftmals nicht aus- 4 o 
reichend fiir den Nachweis geringer Lipaseaktivitaten, 
und weiterhin erlaubt er keinen quantitativen Nachweis 
von Lipaseaktivitat. 

Eine quantitative Bestimmung von Lipaseaktivitaten 
in Lebensmitteln, wie beschrieben in Haslbeck et al., 45 
1985, Zeitschrift fur Lebensmitteluntersuchung und 
-forschung, Bd. 181. Seiten 271 -275, erfolgt durch fluo- 
rometrische Bestimmung von Methylumbelliferon, das 
aus einem Methylumbelliferonester durch Lipaseaktivi- 
tat in der untersuchten Probe freigesetzt wird. Dieser 50 
Nachweis iiber Fluoreszenz des durch Enzymaktivitat 
gebildeten Produkts besitzt jedoch mehrere bedeutende 
Nachteile. Zum einen ist der Fluoreszenznachweis an 
sich relativ storanfallig, da andere Bestandteile des Test- 
ansatzes als das durch die Lipaseaktivitat gebildete Me- 55 
thylumbelliferon durch Eigenfluoreszenz die MeBwerte 
verfalschen kdnnen. Weiterhin wird bei diesem Test 
zum Stoppen der Lipaseaktivitat Trifluoressigsaure zu- 
gesetzt. die ihrerseits die Methylumbelliferonfluores- 
zenz in erheblichem MaBe reduziert, was wiederum die 6 o 
Empfindlichkeit des Tests nachteilig beeinfluBt. Es sind 
ebenfalls zusatzliche Maflnahmen bei Proben mit einem 
Fettgehalt groBer als 3% in der Trockenmasse notwen- 
dig, indem solche Proben vor der Analyse entfettet wer- 
den miissen. Ein weiterer Nachteil der Fluoreszenzbe- 6 5 
stimmung besteht in dem groBen apparativen Aufwand, 
der zur DurchfOhrung der Analyse notwendig ist. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Ver- 
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fahren zur Bestimmung von Lipaseaktivitat in Lebens- 
mitteln zur Verfiigung zu stellen, das mit wenig Auf- 
wand, kostengunstig schnell durchfuhrbar und nicht 
storanfallig ist. 

Dies'e Aufgabe wird erfindungsgemaB geldst durch 
ein Verfahren der eingangs genannten Art, umfassend 
die folgenden Schritte: 

a) Behandeln einer Lebensmittelprobe mit einer 
waBrigen Losung einer Puffersubstanz mit pH 5 bis 
10. enthaltend ein nichtionisches Detergens. fiir 
mindestens 30 min bei 25 bis 50°C zum Extrahieren 
der Lipasen, 

b) gegebenenfalls Abfiltrieren des untoslichen Ex- 
traktionsruckstands zum Herstellen einer klaren 
Losung, 

c) Zusetzen eines Lipasesubstrats und eines Farbin- 
dikators zu der klaren Losung aus Schritt a) bzw. b), 

d) Messen der optischen Dichte der in Schritt c) 
hergestellten Losung bei einer auf den verwende- 
ten Farbindikator abgestimmien Wellenlange zum 
Ermitteln des Leerwerts, 

e) Inkubieren der in Schritt d) gemessenen Losung 
bei 25 bis 50°C fiir mindestens 1 h zur Hydrolyse 
des in Schritt c) zugesetzten Substrats durch die in 
Schritt a) extrahierten Lipasen, und 

f) Massen der optischen Dichte wie in Schritt d) 
zum Ermitteln dar Lipaseaktivitat. 

Als Puffersubstanz fiir dia Extraktionslbsung in 
Schritt a) konnen die Natrium- und Kaliumsalze von 
Phosphorsaure, Essigsaure und Tetraborsaure sowie 
der organische Puffer Tris verwendet werden. Beson- 
ders bevorzugt ist Natriumtetraborat als Puffersub- 
stanz. Die Konzentration der Puffersubstanz sollte vor- 
zugsweise in einem Bereich von 5 mm bis 100 mM lie- 
gen. Ganz besonders bevorzugt ist eine Konzentration 
von 25 mM. 

Der pH der Extraktionsldsung in Schritt a) sollte vor- 
zugsweise zwischen pH 8 und 9 liegen. Ganz besonders 
bevorzugt ist eine Losung mit einem pH von 8.5. 

Das zur Extraktion benotigte nichtionische Deter- 
gens kann beispielsweise ausgewahlt werden aus Tri- 
ion-X-100 und Tween 80, wobei Triton-X-100 beson- 
ders bevorzugt ist. Die Konzentration des Detergens 
sollte vorzugsweise 0,1 bis 5 Vol.-% der gesamten Ex- 
traktionsldsung tragen. Besonders b vorzugt ist eine 
Konzentration des Detergens von 1 Vol.-%. 

Vorzugsweise erfolgt die Extraktion der Lipasen in- 
nerhalb eines Zeitraums von ungefahr 1 h und vorzugs- 
weise bei 30 bis 45° C, wobei 40° C besonders bevorzugt 
ist. 

Enthalt die Extraktionsldsung nach Beendigung des 
Schritts a) noch unlosliche Bestandteile, so konnen diese 
in einem weiteren Schritt b) vorzugsweise iiber Aktiv- 
kohle und anschlieBend durch einen 0,45 u.m Membran- 
filter abfiltriert werden. 

Ats Lipasesubstrat in Schritt c), dessen enzymatischer 
Abbau durch die in der Analysenprob enthaltene Lipa- 
seaktivitat erfolgt, ist vorzugsweise ein Triglycerid zu 
verwenden. Bei diesem Substrat werden durch die Lipa- 
seaktivitat freie Carbonsauren gebildet, die zu einer An- 
derung des pH-Wertes der Losung in Schritt c) fuhren. 

Die pH-Anderung fuhrt zu einer Farbanderung des 
einen Farbindikator enthaltenden Bestimmungsansat- 
zes, und das AusmaB der Farbanderung wird durch 
Messung der optischen Dichte der Ldsung verfolgt. 
Als besonders geeignete Lipasesubstrate kdnnen 
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Glycerintributyrat und Glycerintrioleat verwendet wer- 
den. Dabei betragt die Konzentration des Lipasesub- 
strats bei der Bestimmung vorzugsweise 0.2 bis 2 
Vol.-%; besonders bevorzugt ist eine Konzentration 
von 0,5 Vol.-% in dem Bestimmungsansatz. Als bevor- 
zugter Farbindikator wird Lackmus verwendet. Bei der 
Verwendung von Lackmus erfolgt die photometrische 
Bestimmung in den Schritten d) und f) bei 600 nm. 

Der Leerwert des Bestimmungsansatzes wird unmit- 
telbar nach erfolgtem Zusatz des Lipasesubstrats und 
des Farbindikators zu der Extraktionslosung, enthaltend 
die Lipaseaktivitat, durchgefiihrt. 

AnschlieBend wird der Bestimmungsansatz, vorzugs- 
weise bei 30 bis 45° C, besonders bevorzugt bei ungefahr 
40°C, fur vorzugsweise mindestens 2 h, besonders be- 
vorzugt fur ungefahr 20 h, inkubiert. Nach Inkubation 
wird die optische Dichte erneut bestimmt und aus der 
Differenz der optischen Dichte des Leerwerts und des 
nach Inkubation erhaltenen Werts anhand einer zuvor 
erstellten Eichkurve auf die Lipaseaktivitat in dem Be- 
stimmungsansatz geschlossen. Die Auswertung der Da- 
ten erfolgt auf herkdmmliche Weise. Nach dem erfin- 
dungsgemaOen Verfahren kann somit eine qualitative 
und quantitative Bestimmung der Lipaseaktivitat durch- 
gefiihrt werden. 

Ein besonders bevorzugtes Verfahren zur Bestim- 
mung von Lipaseaktivitat ist in Anspruch 26 ausgefiihrt. 

Die folgenden Beispiele erlautern die Erfindung. 

I. Materialien 
a) Extraktionspuffer 

Zunachst wurden 1000 ml einer Losung hergestellt, 
tndem in 500 ml destilliertem Wasser 4,98 g 
Na2B 4 07X 10H 2 0{erhaltlich von FLUKA AG. Schweiz) 
geldst wurden. In weiteren 500 ml destilliertem Wasser 
wurden 1.71 g konzentrierte Salzsaure (32%ig) einge- 
wogen, und anschlieBend wurden die beiden Losungen 
von jeweils 500 ml unter kraftigem Ruhren zusammen- 
gemischt. Zu 990 ml der so hergestellten Losung wurden 
10 ml Triton-X-100 unter Erwarmen der Losung auf 
50°Czugesetzt. 

Alternativ zu der Kombination aus Natriumtetrabo- 
rat und Salzsaure kann auch eine Kombination aus Bor- 
saure. Kaliumchlorid und Natronlauge zur Herstellung 
des Extraktionspuffers verwendet werden. 

b) Lipasesubstrat 

Es kann 99%iges Glycerintrioleat oder Glycerintribu- 
tyrat, beide erhaltlich von FLUKA AG, Schweiz, ver- 
wendet werden. 

c) Farbindikator 

Pulverisiertes Lackmus, erhaltlich von FLUKA AG, 
Schweiz 

d) Lipasepuffer 

Zunachst wird eine zu dem Extraktionspuffer a) iden- 
tische Losung hergestellt. auBer, daB kein Triton-X-100 
zugesetzt wird. Zu 1000 ml dieser Losung werden 15 ml 
einer l%igen Losung von Tween 80, einem nichtioni- 
schen Detergens, erhaltlich von FLUKA AG, Schweiz, 
unter kraftigem Ruhren bei ungefahr 50° C zugesetzt. 
AnschlieBend werden 10 ml des Lipasesubstrats Glycer- 



intributyrat sowie 03 g Lackmus unter Erwarmen auf 
80°C und unter kraftigem Ruhren zugesetzt. 

Zum Herstellen des Bestimmungsansatzes wird die so 
hergestellte Ldsung mit der Extraktionslosung. umfas- 
5 send den Extraktionspuffer a), und die extrahierten Li- 
pasen.im Verhaltnis I : 1 gemischt. 

2. Lipaseaktivitatsbestimmung in verschiedenen 
Lebensmitteln 

10 

A) Erstellen einer Eichgeraden 

Es wurden 6 ml Bestimmungsansatze hergestellt 
durch Zusatz definierter Mengen gewerblich erhaltli- 

15 cher Lipasen zu dem Lipasepuffer unter Id). Der Be- 
stimmungsansatz enthielt zwischen 0.5 und 60 Lipasee- 
inheiten. wobei 1 Lipaseeinheit der Enzymmenge ent- 
spricht,die 1 uxnol/min Saure aus dem Substrat freisetzt. 
Die optische Dichte der so hergestellten Bestimmungs- 

20 ansatze wurde unmittelbar nach Zugabe der Lipase zu 
dem Lipasepuffer bei 600 nm bestimmt, und eine zweite 
Bestimmung erfolgte nach 20 h Inkubation bei 40°C 
Die ermittelte Differenz der optischen Dichte aus den 
beiden Bestimmungen wurde gegen die in dem entspre- 

25 chenden Bestimmungsansatz enthaltene Lipaseaktivitat 
aufgetragen zum Erstellen der Eichkurve. 

B) Bestimmung der Lipaseaktivitat in verschiedenen 
Lebensmitteln 

30 

a) Lipaseaktivitatsbestimmung in schwarzem Pfeffer 

0,053 g Pfeffer wurden in einem Erlenmeierkolben 
eingewogen, und zu dieser Lebensmittelprobe wurden 

35 30 ml Extraktionspuffer pipettiert. Dann wurde die Pro- 
be fur 60 min bei 40°C im Brutschrank inkubiert und 
danach iiber 2 g Aktivkohle in einem Faltenfilter abfil- 
triert. Dann wurden 5 ml der filtrierten Losung mit Hilfe 
einer Injektionsspritze durch einen Membranfilter (Po- 

40 rendurchmesser 0,45 u.m) filtriert. 3,0 ml des erhaltenen 
klaren Filtrats wurden mit 3,0 ml des Lipasesubstrat ent- 
haltenden Puffers gemischt und kraftig geschiittelt. Die 
Absorption dieser Losung betrug OD6oo = 0,312. An- 
schlieBend wurde der Bestimmungsansatz fur 20 h bei 

45 40° C inkubiert. Danach wurde erneut die Absorption 
bestimmt, die einen Wert von ODfioo= 0,323 ergab. Aus 
der Differenz von 0,01 1 ergab sich anhand der zuvor 
erstellten Eichkurve ein Gehalt der Probe an Lipaseak- 
tivitat von 2,4 Einheiten. Dies entspricht einem Gehalt 

50 von 44.1 Einheiten pro Gramm schwarzen Pfeffers. 

b) Lipaseaktivitatsbestimmung in gemahlenem 
Curcuma 

55 0,05 g gemahlenes Curcuma wurde wie unter a) analy- 
siert. Es wurde ein Leerwert von OD6oo = 0.204 erhalten 
und nach 20 h Inkubation ein Wert von OD6oo = 0,231. 
Aus der Differenz von 0,027 ergibt sich eine Lipaseakti- 
vitat in der Probe von 5,7 Einheiten; dies entspricht 

6o einer Lipaseaktivitat von 114,8 Einheiten pro Gramm 
Curcuma. 

c) Majoran. gemahlen 

65 0,05 g gemahlener Majoran wurden wie unter a) ana- 
lysiert. Fur den Leerwert ergab sich ein OD6oo=0,39. 
Nach 20 h Inkubation betrug die OD6oo = 0,432. Aus der 
Differenz von 0,042 ergibt sich eine Lipaseaktivitat in 
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der Probe von 10,1 Einheiten. Daraus folgt eine Lipase- 
aktivitat von 202,5 Einheiten pro Gramm Majoran. 

d) Rosmarin, gemahlen 

5 

0,05 g gemahlener Rosmarin wurden wie unter a) ana- 
lysiert. Der Leerwert betrug OD 6 oo = 0.266. Nach 20 h 
Inkubation betrug die OD<>oo = 0,346. Aus der Differenz 
von 0.08 ergibt sich eine Lipaseaktivitat in der Probe 
von 35,8 Einheiten; daraus ergibt sich eine Lipaseaktivi- )0 
tat von 7 1 5.5 Einheiten pro Gramm Rosmarin. 

e) Thymian. gemahlen 

0,05 g gemahlener Thymian wurden wie unter a) ana- 15 
lysiert. Der Leerwert betrug OD6oo*»0.316. Nach 20 h 
Inkubation betrug die OD5oo = 0,349. Aus der Differenz 
von 0,033 ergibt sich eine Lipaseaktivitat in der Probe 
von 7,0 Einheiten: daraus folgt eine Lipaseaktivitat von 
140,3 Einheiten pro Gramm Thymian. 20 

In den obigen Beispielen wurde die Menge freigesetz- 
ter Carbonsaure in dem Bestimmungsansatz, die ein 
MaB fur die in der Analysenprobe vorhandene Lipase- 
aktivitat ist. ermittelt iiber die Anderung der optischen 
Dichte des Bestimmungsansatzes, die sich aus der Farb- 25 
anderung des zugesetzten Katalysators durch die frei- 
gesetzte Saure ergibt. Es ist jedoch auch moglich, die 
freigesetzte Menge an Saure durch eine direkte Mes- 
sung der Anderung des pH- Werts zu bestimmen. 

30 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Lipaseaktivitat 
in Lebensmitteln. umfassend die folgenden Schrit- 
te: 35 

a) Behandeln einer Lebensmittelprobe mit ei- 
ner waBrigen Losung einer Puffersubstanz mit 
pH 5- lO.enthaltend ein nichtionisches Deter- 
gens, fur mindestens 30 min bei 25 bis 50° C 
zum Extrahieren der Lipasen, 40 

b) gegebenenfalls Abfiltrieren des unldslichen 
Extraktionsriickstands zum Herstellen einer 
klaren Losung, 

c) Zusetzen eines Lipasesubstrats und eines 
Farbindikators zu der klaren Losung aus 45 
Schritt a) bzw. b), 

d) Messen der optischen Dichte der in Schritt 

c) hergestellten Losung bei einer auf den ver- 
wendeten Farbindikator abgestimmten Wel- 
leniange zum Ermitteln des Leerwerts, 50 

e) Inkubieren der in Schritt d) gemessenen Lo- 
sung bei 25 bis SO'C fur mindestens 1 h zur 
Hydrolyse des in Schritt c) zugesetzten Sub- 
strats durch die in Schritt a) extrahierten Lipa- 
sen, und 55 

f) Messen der optischen Dichte wie in Schritt 

d) zum Ermitteln der Lipaseaktivitat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Puffersubstanz in Schritt a) ausge- 
wahlt wird aus den Natrium- und Kaliumsalzen von 6 0 
Phosphorsaure, Essigsaure, TetraborsSure sowie 
dem organischen Puffer Tris. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Puffersubstanz Na2B407 verwen- 
det wird. 65 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt a) eine w3B- 
rige Losung mit einer Konzentration der Puffer- 
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substanz von 5 mM bis 100 mM verwendet wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine waBrige Losung mit einer Kon- 
zentration der Puffersubstanz von 25 mM verwen- 
det wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche I bis 5. 
dadurch gekennzeichnet. daB in Schritt a) eine waB- 
rige Losung mil pH 8—9 verwendet wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet. daB eine waBrige Losung mit pH 8.5 ver- 
wendet wird. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7. 
dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt a) eine waB 
rige Losung mit einer Detergenskonzentration von 
0,1 bis 5 Vol.-% verwendet wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB eine waBrige Losung mit einer Deter- 
genskonzentration von ungefahr 1 Vol.-% verwen- 
det wird. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9. 
dadurch gekennzeichnet. daB das Detergens in 
Schritt a) ausgewahlt wird aus Triton-X-100 und 
Tween 80. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Detergens Triton-X-100 verwen- 
det wird. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 1. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lebensmittelpro- 
be in Schritt a) ungefahr t h mit der waBrigen Lo- 
sung behandelt wird. 

13. Verfahren nach einen der Anspruche 1 bis 12. 
dadurch gekennzeichnet, daB die Lebensmittelpro- 
be in Schritt a) bei 30 bis 45° C mit der waBrigen 
Losung behandelt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Lebensmittelprobe bei ungefahr 
40°C mit der waBrigen Losung behandelt wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daQ der unlosliche Ex- 
traktionsruckstand in Schritt b) iiber Aktivkohle 
und anschlieBend einen 0,45 u.m-Membranfilter ab- 
filtriert wird. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Lipasesubstrat in 
Schritt c) ein Triglycerid verwendet wird. 

17. Verfahren nach Anspruch 16. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das Triglycerid ausgewahlt wird aus 
Glycerintributyrat und Glycerintrioleat. 

1 8. Verfahren nach einen der Anspruche 1 6 oder 1 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB ein Triglycerid in der 
Endkonzentration von 0,2-2 Vol.-% verwendet 
wird. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein Triglycerid in der Endkonzentra- 
tion von 0,5 Vol.-% verwendet wird. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, 
dadurch gekennzeichnet, daB als Farbindikator in 
Schritt c) Lackmus verwendet wird. 

21. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB die optische Dichte in 
Schritt d) bei 600 nm gemessen wird, wenn Lack- 
mus als Farbindikator verwendet wird. 

22. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet. daB in Schritt e) bei 30 bis 
45°Cinkubiertwird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB bei ungefahr 40°C inkubiert wird. 

24. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 23, 
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dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt e) die L6- 
sung fur mindestens 2 h inkubiert wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Losung ungefahr 20 h inkubiert 
wird. 5 J 

26. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

in Schritt a) die Lebensmittelprobe mit einer waBri- 
gen 25 mM NajB^r/HCi-Ldsung mit pH 8.5, em- 
haltend t Vol.-% Triton-X-!00. fur 1 h bei 40°C l0 
behandelt wird, 

in Schritt b) der unldsliche Extraktionsruckstand 
durch Filtrieren iiber Aktivkohle und anschlieBend 
durch einen 0,45 u.m-Membranfilter abfiltriert wird, 
in Schritt c) als Lipasesubstrat Glycerintributyrat is 
mit einer Endkonzentratin von 0.5 Vol.-% und als 
Farbindikator Lackmus zugesetzt wird, 
in Schritt d) die optische Dichte bei 600 nm gemes- 
sen wird, 

in Schritt e) bei 40°C fur 20 h inkubiert wird und 2 0 
in Schritt f) die optische Dichte bei 600 nm gemes- 
sen wird. 
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